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OZET

Amag: Turkiye'nin cesitliillerinden (Karabiik-Cankiri-Trabzon) dort farkli liken tiirii; Evernia
divaricata (L.) Ach., Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf., Letharia vulpina (L.) Hue ve
Flavoparmelia caperata (L.) Hale toplanmistir. Bu 6rneklerinin aseton ekstrelerindeki usnik asit
miktarlar1 yuksek basincli sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir.

Yontem: Bu calismada, liken orneklerindeki usnik asit miktar, HPLC kullanilarak
belirlenmistir. Disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir.

Bulgular: Secilen tirlerin kuru agirliklarimin % 0.12-2.89% kadar usnik asit icerdigi
goruilmustur. Daha sonra bu ekstrelerin Escherichia coli ATCC 35218, Enterococcus feacalis RSKK
508, Proteus mirabilis (Pasteur Ens .235), Proteus vulgaris RSKK 255, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilis (Pasteur Ens.), Bacillus megaterium (Pasteur Ens.5117),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853' e kars1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Liken
turleri arasinda en fazla antimikrobiyal etkiyi, en yuksek usnik asit miktar tespit edilen Letharia
vulpina tirii gostermistir

Sonug: Likenlerde belirlenen usnik asit miktar arttikca antimikrobiyal aktivitenin de arttig:
gorulmustur.

Anahtar Sozciikler: Liken, usnik asit, HPLC, antimikrobiyal aktivite.

ABSTRACT

Objective: Four species of lichens, Evernia divaricata (L.) Ach., Pseudevernia furfuracea
(L.) Zopf., Letharia vulpina (L.) Hue and Flavoparmelia caperata (L.) Hale were collected from
different areas of Turkey (district Karabuk-Cankir-Trabzon). Their usnic acid amounts in
acetone extracts were determined by HPLC.

Method: Quantitative analysis of usnic acid in lichen samples was achieved using HPLC. For
screening the antimicrobial activity of usnic acid, the agar disk diffusion method was used.

Results: The usnic acid contents of examined lichens species varied between 0.12% to
2.89%. The antimicrobial activity of these extracts were determined against Escherichia coli
ATCC 35218, Enterococcus feacalis RSKK 508, Proteus mirabilis (Pasteur Ens. 235), Proteus
vulgaris RSKK 255, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis (Pasteur Ens.), Bacillus
megaterium (Pasteur Ens.5117) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The maximum
antibacterial efficiency among lichen species was exhibited by Letharia vulpina, which has also
the highest usnic acid level.

Conclusion: With increasing levels of usnic acid there is also an increase in the antimicrobial
activity.

Key Words: Lichens, usnic acid, HPLC, antimicrobial activities.
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GiRIiS

Biitiin diinyada oldugu gibi Tirkiye'de de tibbi
acidan 6nemli, farmasotik 6zelligi olan bitkiler halk
arasinda yuzyillardan beri hastaliklarin tedavisinde
kullamlmistir. Bitkilerin yaninda likenler de bu
amacla kullamlmaktadir. Liken metabolitlerinin
degisik mikroorganizmalar, mayalar ve Cyanobacte-
ria lizerine antibiyotik etki gosterdigi uzun yillardan
beri bilinmektedir. En etkili liken asitlerine ornek
olarak usnik asit, rhizokar asidi, barbatin asidi, ever-
nin asidi, atranorin asidi, fizot asidi, fizodal asidi,
ramalin asidi, stiktik asit, setrarik asit, gyrophoric
asit, fumarprotocetrarik asit, peltigerin (Tenuiorin)
asidi ve lichenesterik asit verilebilir (1).

Usnik asit [2,6-diasetil-7,9-dihidroksi-8,9b-
dimetil-1,3(2H9bH)-dibenzo-furandion] 1844'de ilk
izolasyonundan bu yana en yogun calisilan ve ticari
olarak uretilen liken metaboliti olmustur (2). Saf
usnik asit krem, dis macunu, deodorant, glines
koruma urinlerinde aktif bilesen veya koruyucu
madde olarak ilac, parfumeri ve kozmetik endust-
risinde kullanilmaktadir. Bunun yani sira liken meta-
bolitlerinin ozellikle gram-pozitif bakterilere ve bazi
funguslara antogonist aktivite gosterdigi bildiril-
mistir (3-5). Turkiye'deki biyolojik ¢esitliligin nemli
bir kaynagi olan likenler Anadolu'da gosterdigi tiir
zenginligi ile ila¢ sanayii disinda boya sanayiinde de
kullamlmaktadir.

Bu calismada, Turkiye'nin farkli yerlerinden
toplanan liken orneklerinde, ila¢ ve parfumeri
sanayisinde yaygin olarak kullanilan usnik asit
miktarinin yiiksek basincli sivi kromatografisi (HPLC)
analiz yontemiyle belirlenmesi ve antimikrobiyal
aktivitesinin ortaya cikarilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Liken ornekleri

Calismada kullanilan ornekler 2005 yilinda,
Karabiik Yenice Ormani Elmaodren (45°38°E,
45°43°N, 780m); Cankin Yaprakli Popirunkasi Tepe
(40°47°E, 33°46°N, 1750 m); Trabzon Uzungol
Soganli (37°61°E, 44°84'N, 1799 m) mevkilerinden
toplanmistir.
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LIKENLERDEKIi USNIK ASIT

Toplanan orneklerin tur teshisi, Wirth (1995) (6)
ile Purvis ve ark., (7) tarafindan tanimlanan anahtar-
lara gore yapilmistir. Laboratuvara getirilen liken or-
nekleri oda sicakliginda kurutulduktan sonra likenle-
re ozel zarf sistemi icerisine konulmustur. Liken or-
nekleri, Ankara Universitesi Herbaryumu (ANK)'nda
muhafaza edilmistir.

Liken orneklerinin HPLC analizi

Analiz ornekleri, Cansaran ve ark.lan (8)
tarafindan tanimlanan protokole gore hazirlanmistir.
Kurutulan liken ornekleri toz haline getirilerek vidali
kapakli cam tuplere konulmustur. Liken ornekleri 5
pg/ml olacak sekilde aseton (Sigma) icerisinde, oda
sicakliginda bir saat inkiibasyona birakilmistir.
Ornekler HPLC'de analize alinincaya kadar +4°C'de
karanlikta saklanmistir. Analiz oncesi tum ornekler
0.45 pm gozenek capli filtrelerden (Sartorius)
gecirilerek 20 pl'lik hacimde HPLC sistemine enjekte
edilmistir.

Tum standart ve coziculer Cetin ve Cansaran'a
(9) gore hazirlanmstir. Usnik asitin (Sigma) stok
solisyonu 1 mg/ml konsantrasyonunda aseton
icerisinde hazirlanmistir. Gerekli seyreltmeler bu
stok cozeltiden aseton ile seyreltilerek yapilmistir
(0,01 ppm-50 ppm). Tum standartlar otomatik
ornekleyiciye konmus ve analiz edilmistir. Usnik asit
icin kalibrasyon egrileri cesitli konsantrasyonlardaki
yedi ornekten lineer regresyon analizi ile elde
edilmistir (Sekil 1).

Deneylerimizde Surveyor LC pompa, Surveyor
fotodiyot dizi detektorli, Surveyor oto ornekleyici,
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Sekil 1. Usnik asitin kalibrasyon egrisi
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ChromQuest 4.01 veri islemcisinden olusan Thermo
Finnigan HPLC sistemi kullanmilmistir. Ters faz Shim-
pack CLC-ODS (M), 5 m partikil boyutlu, 250 mm x
4.6 mm i¢c capinda paslanmaz celik kolon (C18)
kullamlmistir. Akis h1z1 0.8 ml/dak. olarak secilmistir.
Usnik asitin 245 nm'de belirlenmesi icin metanol
fosfat tamponu (pH 7.4) (70:30 v/v) hareketli faz
olarak kullamlmistir (10-12). 20 pl lik hacimlerde
ornekler HPLC sistemine lic defa enjekte edilmistir.
Her bir analizicin ortalama deger hesaplanmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Calismamizda Refik Saydam Ulusal Tip Kultiir
Koleksiyonu (RSKK) ve Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimi'nden temin edilen
Escherichia coli ATCC 35218, Enterococcus feacalis
RSKK 508, Proteus mirabilis (Pasteur Ens .235),
Proteus vulgaris RSKK 255, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilis (Pasteur Ens.), Bacillus
megaterium (Pasteur Ens.5117), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 suslar kullamlmistir.

Kurutulan liken orneklerinden 0,1 gr tartilarak,
vidali kapakli cam tiiplere konulmustur. Uzerine 5 ml
aseton ilave edilmis ve 1 saat oda 1s1sinda inkiibe
edilmistir. Sure sonunda tipler santrifiij edilerek
likenler aynlmistir. Sivi kisim, antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi icin deneylerde kullanil-
mistir (13).

Liken ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesinde disk difiizyon yontemi uygulanmis-
tir. Hazirlanan 6 mm capindaki steril kagit disklere
yukarida belirtilen sekilde hazirlanan ekstrakttan 50
pl emdirilmistir. Kullanilan asetonun tek basina anti-
mikrobiyal etki gosterip gdstermediginin belirlen-
mesi amaciyla, steril kagit disklere 50 ul aseton
emdirilerek kontrol diskleri hazirlanmistir. Ayrica
mukayese antibiyotigi olarak, tetrasiklin (Oxoid 30
pg) diskleri kullanilmistir.

Denenecek 24 saatlik aktif mikroorganizma
kilturleri, petride hazirlanan nutrient agar (Merck)
besiyerine tum yuzeye homojen olacak sekilde
drigalski ile inokule edilmistir. Daha sonra ekstreler
emdirilmis diskler ve kontrol diskleri hazirlanan
petrilere aseptik olarak vyerlestirilmistir (14).
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Petriler 37°C'de 48 saat inkube edildikten sonra
diskler cevresindeki inhibasyon zonlar olusumu
milimetrik cetvel ile olciilerek zon caplart mm olarak
degerlendirilmistir. Denemeler ii¢c tekrarli yapil-
mistir.

BULGULAR

Tur teshisleri yapilan orneklerden Evernia
divaricata (Karabik Yenice Ormani Elmaodren),
Pseudevernia furfuracea (Cankin Yaprakli Popi-
runkas1 Tepe), Letharia vulpina ve Flavoparmelia
caperata (Trabzon- Uzungol- Soganli) liken tiirlerinin
aseton ekstrelerindeki usnik asit miktar1 HPLC
yontemi ile belirlenmistir. Sekil 2'de P furfura-
ced'den elde edilen usnik asitin kromatogrami, Tablo
1'de ise aseton ekstrelerinden elde edilen usnik asit
miktarlari ve alikonma sureleri verilmistir.

Tablo 1'de gosterildigi gibi calismada kullanmlan
turlerden L. vulpina ve F. caperata yuksek miktarda
usnik asit icermektedirler.
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Sekil 2. HPLC yontemi ile Pseudevernia furfuracea'da
usnik asit analizi.
(A) ¢coziicl (t;=3.9 dak); (B) usnik asit (t,=11.198 dak.)

Bu tirlere ait aseton ekstrelerinin yedi test
bakterisine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri test edil-
mistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite calismalari so-
nucunda usnik asit iceren aseton ekstrelerinin gram
(-) ve gram (+) bakteriler lizerinde farkli oranlarda
antimikrobiyal etkiye sahip olduklar belirlenmistir
(Tablo 2). Kontrol amaciyla kullandigimiz, sadece
aseton emdirilerek hazirlanan diskler mikroorganiz-
malara kars1 hicbir aktivite gostermemistir.

L. vulpina ve F. caperata'dan elde edilen aseton
ekstrelerinin test edilen bakterilerin bircoguna etki
ettigi bulunmustur. L. vulpina ekstresi B. mega-
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Tablo 1. Liken tiirlerinin usnik asit icerigi ve alikonma sireleri

LIKENLERDEKIi USNIK ASIT

Tiirler Kuru Agirlikta Kuru Agirlikta
usnik asit miktar usnik alikonma siiresi
(mg/l) asit yiizdesi [dak]
Evernia divaricata 13 0.210+0.01 13.858
Pseudevernia furfuracea 8,5 0.123+0.01 11.198
Letharia vulpina 111 2.897+0.04 10.072
Flavoparmelia caperata 196,8 1.290+0.03 13.962
Tablo 2. likenlerin aseton ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri
inhibisyon Zonlar1 (mm)
A* B C D Tet
S. aureus ATCC 25923 - 7+0.02 7+0.03 1240.03 40
B. subtilis (Pasteur Ens.) 10+0.02 12+0.02 17+0.03 25+0.03 26
B. megaterium (Pasteur Ens. 5117) 12+0.02 10+0.02 15+0.03 21+0.03 20
E. coli ATCC 35218 - - - 1240.03 12
E. feacalis RSKK 508 - - - - 30
P. mirabilis (Pasteur Ens. 235) - - - 8+0.03 8
P. vulgaris RSKK 255 - - - - 27
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - 20

*A: Pseudevernia furfuracea, B: Evernia divaricata, C: Flavoparmelia caperata, D: Letharia vulpina, Tet: Tetrasiklin, (-) inhibasyon yok

terium (Pasteur Ens.5117) ve B. subtilis (Pasteur
Ens.) Uzerine en yiiksek inhibasyon etkisi goster-
mistir. Aym zamanda bu ekstrakt E. coli ve P. mira-
bilis gibi gram negatif bakterilerin bile gelisimini
inhibe etmistir. Bunlara ek olarak E. divaricata, P.
furfuracea, L. vulpina ve F. caperata'nin aseton ekst-
relerinin usnik asit miktar1 yiksek basincli sivi
kromotografisi (HPLC) yontemi ile belirlenmistir. Li-
ken ekstraklarinin kromotogramdaki piklerinin ta-
nimlanmasi standart usnik asit ile alikonma surele-
rinin karsilastirilmasi ile yapilmistir. Usnik asit mik-
tarlan ve E. divaricata, P. furfuracea, L. vulpinave F.
caperata turlerinin aseton ekstrelerinin alikonma su-
releri Tablo 1'de verilmistir. Trabzon ili Uzungél Y6-
resinden toplanan L. vulpina likeninin kuru agir-
Liginin yaklasik % 2.89 inde en yiiksek usnik asit
miktar belirlenmistir.

Calisilan orneklerdeki usnik asit miktarinin
antimikrobiyal aktivitesine bakildiginda, hazirlanan
ekstreler; ozellikle B. megaterium (Pasteur
Ens.5117), B. subtilis (Pasteur Ens.) ve S. aureus
ATCC 25923 bakterilerinin tremesine kars1 etkili
bulunmustur. Ancak ekstrelerin Gram negatif bakte-

20 Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

rilerden, P. vulgaris RSKK 255, P. aeruginosa ATCC
27853 ve Gram pozitif bakterilerden E. feacalis RSKK
508 lizerine antimikrobiyal etki gostermedigi
saptanmistir.

TARTISMA

Likenlerin antibiyotik 6zelligi konusunda bircok
ulkede arastirma yapilmistir. Gunumuzde liken-
lerden elde edilen 80 civarinda antibiyotik madde
tespit edilmistir. Usnik asitin ve usnik asit iceren li-
ken ekstrelerinin Gram pozitif bakteriler, anaerobik
bakteriler ve baz1 mayalara kars1 antimikrobiyal ak-
tivitesinin oldugu pek cok calisma ile gosterilmistir
(1,15-17). Calismamizin usnik asitin antimikrobiyal
aktivitesiile ilgili bulgular Cansaran 2006 (8); Diilger
vd. 1997 (13); Esimone ve Adikwu 1999 (18) ve Tay vd.
'nin 2004 (19) arastirma sonuclan ile uygunluk
gostermektedir.

Usnik asit; Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina,
Evernia, Parmelia ve diger liken tiirlerinde yaygin
olarak bulunmaktadir. Usnea tirlerinde % 6.5,
Alectoria % 6, Rhizoplaca tiirlerinde % 4.0'e kadar
usnik asit bulundugu kaydedilmistir (8, 20). Bu
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calismada arastirilan liken tiirlerinde kuru agirtigin %
0.12-2.89'i kadar usnik asit bulundugu, L.vulpina’ mn
% 2.89 ile en yiksek oranda usnik asit icerdigi
goriilmustir. ilging olarak, calisilan tiirler icinde en
yuksek oranda usnik asit iceren L. vulpina’ nin aseton
ekstresinin en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip
olduguda tespit edilmistir.

Diinyada son yillarda, likenlerin salgiladig asitler
ve bunlarin etkilerinin degerlendirilmesi konusunda
yapilan calismalar biiyiik hiz kazanmistir. Ulkemizde
cesitli liken turleriyle yapilan calismalarda bazi liken
tirlerinin test mikroorganizmalan tzerinde antimik-
robiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Farkli liken
turleri ve test mikroorganizmalar kullanilarak yapi-
lan bu calisma ile Turkiye'de bulunan liken cesit-
lerinin usnik asit iceriginin tespit edilmesi ve anti-
mikrobiyal aktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasi calisma-
larina katkida bulunulmas1 hedeflenmistir.
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